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KAP1 Krüppel-associated box (KRAB)-associated 
protein (=transcription intermediary factor 1β  
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M Molar (mol/l) 
MDC1 Mediator of DNA damage checkpoint 1 
me(2/3) (Di-/Tri-)Methylierung 
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mSin3A mammalian-Switch-independent-3A 
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NAD Nicotinamiddinukleotid 
N-CoR Nuclear receptor corepressor 
NF-κB Nukleärer Faktor κB 
NHL Non-Hodgkin-Lymphome 
NSCLC Non-Small-Cell-Lung-Carcinoma 
NuA4 Nucleosome acetyltransferase of histone H4 
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Abkürzungsverzeichnis  Seite 2 
 
PBMC Peripheral blood mononuclear cell 
PBS Phosphate-buffered saline 
PI Propidium-Iodid 
PIKK Phosphatidylinositol-3-OH-kinase-like family 
q Langer Arm eines Chromosoms 
ROS Reactive oxygen species  
RPD3 Reduced Potassium Dependency 
rpm Rotationen pro Minute 
RT Raumtemperatur 
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SDS Sodium dodecyl Sulfat 
SIR2 Silent Information Regulator 2 
SIRT Silent mating type information regulation 
SNP Single-nucleotide-polymorphism 
SSC Sideward scatter 
Swi/Snf Switching/sucrose non-fermenting 
t Translokation 
TEMED Tetramethylethylendiamin 
TSA Trichostatin A 
u Unified atomic mass unit 
ü. N. über Nacht 
VA Valproat 
XRCC4 X-ray-complementing Chinese hamster gene 4 
 
1): In der vorliegenden Arbeit wird die allgemein übliche Verwendung des Begriffs 
Molekulargewicht in Kombination mit der Einheit Dalton beibehalten, obwohl es sich streng 
genommen um eine Masseeinheit handelt und somit der Begriff Molekülmasse präziser wäre. 
Es gilt: 1 Dalton = 1 u. 
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1 Zusammenfassung 
 
Das Epigenom ist ein dem eigentlichen Genom übergelagerter und mit ihm interagierender 
Regulationscode der Genexpression. Posttranslational erworbene Änderungen der 
Genexpression können auf der Ebene des Epigenoms ohne Änderungen an der primären 
DNA-Sequenz vererbt werden. Epigenetisch modifizierende Substanzen sind in den letzten 
Jahren Gegenstand intensiver Forschungen geworden. Zunehmend erhalten epigenetisch 
modifizierende Medikamente Einzug in neue Therapiekonzepte, ohne jedoch die Risiken 
bisher ausreichend zu kennen. Die Gruppe der derzeit am intensivsten erforschten 
epigenetischen Modifikatoren umfasst zum einen hypomethylierende Substanzen, die als 
Inhibitoren der DNA-Methyltransferasen fungieren. Zum anderen wirken Inhibitoren der 
Histondeacetylasen ebenfalls an Schlüsselpositionen des Epigenoms. Bisher haben die 
hypomethylierenden Substanzen 5-Azacytidine und 5-Aza-2’-Deoxycytidine eine Zulassung 
der US Food and Drug Administration (FDA) für die Behandlung des Myelodysplastischen 
Syndroms (MDS) erhalten. Aus der Gruppe der Histondeacetylaseinhibitoren hat die Substanz 
Suberoylanilidhydroxamsäure (SAHA) zudem eine Zulassung für die Behandlung des 
kutanten T-Zell-Lymphoms bekommen. Ein Einsatz bei der Therapie nicht-onkologischer 
Erkrankungen wie z.B. der rheumatoiden Arthritis ist für die nächsten Jahre zu erwarten. Vor 
dem Hintergrund eines zu erwartenden zunehmenden Einsatzes in der Klinik ist auch die 
Erforschung möglicher Risiken ein entscheidender Punkt.  
Epigenetische Regulationsvorgänge sind sehr eng mit der DNA-Doppelstrangbruchreparatur 
verknüpft. Zum einen haben durch epigenetische Modifikationen ausgelöste Änderungen an 
der Chromatinstruktur eine unmittelbare Konsequenz für die Reparaturvorgänge. Zum 
anderen führen Änderungen an der Genexpression ebenfalls zu einer Modifikation der 
Reparatur. Ziel dieser Arbeit war es daher, eine mögliche Beeinflussung der 
Doppelstrangbruchreparatur durch epigenetisch modifizierende Substanzen in humanen 
Normalzellen zu objektivieren und die biologische Konsequenz im Sinne einer Änderung der 
klonogenen Überlebensrate zu quantifizieren.  
Es ist bekannt, dass das Entstehen eines Doppelstrangbruchs zur unmittelbaren Markierung 
der angrenzenden Genomabschnitte durch Phosphorylierung der Histonvariante H2AX 
(H2AX → γH2AX) kommt (ROGAKOU et al., 1998). Durch Antikörpermarkierung kann 
man dies nutzen und Doppelstrangbrüche indirekt sichtbar machen, um die Anzahl zu 
quantifizieren. 
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In der vorliegenden Arbeit wurden in menschlichen Fibroblasten, mit und ohne 
vorhergehender Testsubstanz-Inkubation, durch Röntgenbestrahlung künstlich 
Doppelstrangbrüche erzeugt. Mittels der immunfluoreszenzbasierten γH2AX-Focusanalyse 
konnte für die hypomethylierende Substanz 5-Azacytidine keine Beeinflussung der Induktion 
oder der Doppelstrangbruchreparatur in humanen Fibroblasten nachgewiesen werden. Jedoch 
zeigte sich bei Untersuchung der Histondeacetylase-Inhibitoren SAHA, Natrium-Butyrat und 
MS275 eine statistisch signifikante Verschlechterung der Reparatur. Für diese Substanzen 
konnten ebenfalls mittels des Koloniebildungs-Assays eine Abnahme der Überlebensfraktion 
im Vergleich zu scheinbehandelten Zellen nachgewiesen werden. Die beiden ebenfalls 
untersuchten Substanzen Valproinsäure und Trichostatin-A zeigten nach kurzer 
Inkubationszeit keine statistisch signifikante Verschlechterung der Reparatur in der γH2AX-
Focusanalyse, jedoch konnte nach längerer Inkubationszeit eine Beeinflussung der 
Überlebensfraktion im Koloniebildungs-Assay nachgewiesen werden. 
Ferner konnte erstmals in menschlichen Normalzellen unter der Inkubation mit dem 
Histondeacetylase-Inhibitor MS275 eine verminderte Bildung von 53BP1-Foci nachgewiesen 
werden. Bei Analyse der unbestrahlten Kontrollen wurde ebenfalls für MS275 eine statistisch 
signifikante Zunahme der γH2AX-Foci-Anzahl beobachtet, welche sich durch eine negative 
Beeinflussung der Clearance von reaktiven Sauerstoffspezies erklären könnte. 
Eine verschlechterte Doppelstrangbruchreparatur führt zu einem erhöhten (Zweit-) 
Malignomrisiko. Daher sollten Patienten in Zukunft insbesondere vor einer geplanten 
Langzeittherapie über dieses Risiko aufgeklärt werden. Ebenso sollten Ärzte versuchen, eine 
Strahlenbelastung so gering wie möglich zu halten. 
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1.1 Summary 
Radiosensitization of human normal tissue cells by epigenetic modifying 
substances 
 
The epigenome is a gene-expression regulating code interfering and interacting with the 
genome. On the level of the epigenome, post-translational acquired modifications of gene-
expression can be inherited without changes in the primary DNA-sequence. In the last several 
years, epigenetic modifying substances have been subject to intensive research. More and 
more, epigenetic modifying drugs gain access into new therapy concepts without having 
sufficient knowledge to evaluate potential risks. At the moment most intensive scientific 
research is done on hypomethylating substances, which act as inhibitors of the DNA-
methyltransferases. Inhibitors of histone-deacetylases are acting on key positions of the 
epigenome as well. Until today, 5-azacytidine and 5-aza-2’-deoxycytidine, both 
hypomethylating agents, achieved US Food and Drug Administration (FDA) approval for the 
therapy of the myelodysplastic syndrome (MDS). Out of the group of histone-deacetylase-
inhibitors the FDA approved suberoylanilidhydroxamicacid (SAHA) for the therapy of 
cutaneous T-cell-lymphomas. A use in non-oncologic diseases such as rheumatoide arthritis is 
expected for the next years. Against a background of increasing clinical use investigation of 
potential risks becomes an important factor. 
Epigenetic regulation is closely related to DNA double-strand break repair. Direct 
modification on the level of chromatin structure on the one hand and modification in gene-
expression due to epigenetic modification one the other leads to changes in repair. Therefore 
the aim of this study was to assess the potential influence of epigenetic modifying substances 
on double-strand break repair in human normal cells and to quantify biological consequence 
in terms of changes in clonogenic survival. 
It is known that in the presence of a DNA double-strand break adjacent genomic regions are 
marked immediately through posphorylation of the histone variant H2AX (H2AX → γH2AX) 
(ROGAKOU et al., 1998). By using antibodies this phenomenon can be used to indirectly 
uncover double-strand breaks and to quantify them. 
In the present study double-strand breaks have been generated by x-rays in human 
fibroblasts which previously had been incubated with or without test-substances. By using the 
immunofluorescence based γH2AX-focus analysis no influence on induction or repair due to 
the hypomethylating agent 5-azacytidine could be detected in human normal fibroblasts. But a 
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statistical significant decrease in repair could be detected by analyzing the histone de-
deacetylase inhibitors SAHA, sodium-butyrate and MS275. Using the clonogenic survival-
assay, a decrease in clonogenic survival compared to mock-treated cells was detected for 
these substances as well. Two more substances, valproate and Trichostatin-A did not show 
statistically significant decrease in repair by using relatively short incubation periods, but did 
show an influence on clonogenic-surival after longer incubation. 
Furthermore, an interaction between the histone-deacetylase inhibitor MS275 and reduced 
formation of 53BP1-foci could be described for the first time for human normal cells. By 
analyzing unirradiated controls a statistical significant increase in the number of γH2AX-Foci 
due to incubation with MS275 was observed, which may be explained by a negative change in 
clearance of reactive-oxygen-species. 
A detoriated double-strand break repair increases the risk of development of a (secondary) 
malignoma. Therefore, patients should be extensively educated about the genotoxic risks, 
especially in long-time therapies. Additionally, physicians should intent to reduce exposure to 
radiations as maximum possible. 
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2 Einleitung 
 
Trotz steter Optimierung und Weiterentwicklung bestehender Therapiekonzepte sterben in 
Deutschland jährlich mehr als 224000 Menschen an malignen Neubildungen, der 
zweithäufigsten Todesursache, und bis 2030 prognostiziert die WHO einen weiteren Anstieg 
(MATHERS et al., 2006). Direkt aus der epigenetischen Grundlagenforschung abgeleitete 
Therapieansätze gehören zu den neuesten, viel versprechenden Therapiekonzepten, ohne 
jedoch bisher mögliche Nebeneffekte epigenetisch modifizierender Substanzen ausreichend 
einschätzen zu können. 
 
2.1 Grundlegendes zum Aufbau des Genoms 
In eukaryotischen Zellen ist die vererbbare zellspezifische Information für die qualitative und 
quantitative Proteinherstellung, sowie für regulatorische RNA Moleküle, in Form von Genen 
durch die spezifische Aneinanderkettung der Nukleinbasen Adenin, Cytosin, Guanin und 
Thymin kodiert. Allerneueste Forschungsergebnisse zeigen zudem die Existenz einer fünften 
Nukleinbase in menschlichen Zellen: 5-Hydroxymethylcytosin (KRIAUCIONIS et al., 2009). 
Diese Base scheint insbesondere für epigenetische Regulationsvorgänge in Nervengewebe 
eine wichtige Rolle zu spielen. Eine Nukleinbase zusammen mit Deoxyribose und 
Phosphatgruppen formt ein Nukleotid; die Verkettung von 
Nukleotiden formt Polynukleotidketten, zwei dieser Ketten 
bilden die DNA-Doppelhelix. (WATSON et al., 1953; 
SAENGER, 1984). Die 3,2 Milliarden Nukleotide des 
humanen Genoms sind auf 22 autosomale und 2 gonosomale 
Chromosomen verteilt, wobei die DNA jeweils an kleine 
basische Proteine (MG s. Tab. 1), die sog. Histone, gebunden 
ist. Der Komplex aus DNA und Protein wird als Chromatin 
bezeichnet. Die vier Histone H2A, H2B, H3 und H4 lagern 
sich zu einem Histonoktamer zusammen, das fünfte Histon H1 
bildet ein sog. Verbindungs- o. Linker-Histon. Um das 
Histonoktamer windet sich ein 145-147 bp (BERG et al., 2007; 
ALBERTS et al., 2008) langer DNA-Abschnitt, einen sog. 
Nucleosome-Core-Particle bildend. Erst das zusätzliche Einbeziehen eines kurzen DNA-
Histon MG (kDa) 
 
 
Tab. 1 – MG-Angaben für die  
wichtigsten Histone. Die Größe 
symbolisiert das MG. Angaben: 
http://www.uniprot.org 
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Verbindungsstückes (bis 80 bp), an das teilweise das Histon H1 bindet, liefert die korrekte 
Definition eines sog. Nucleosoms (KORNBERG, 1974; KORNBERG et al., 1999).  
Das Histonoktamer, um dessen Außenseite sich die DNA zu einer linksgängigen Superhelix 
windet, wird aus der Zusammenlagerung der Histone H3 und H4 zu einem Tetramer 
(H3)2(H4)2 und zweier Dimere von H2A-H2B geformt (KLUG et al., 1980; LUGER et al., 
1997). Zahlreiche Wechselwirkungen (wie z.B. Wasserstoffbrücken) stellen die enge 
Verbindung zwischen DNA und Histonen her, wobei für epigenetische 
Regulationsmechanismen die Ladungsunterschiede zwischen den positiv geladenen Histonen 
(hoher Anteil an den basischen Aminosäuren Lysin und Arginin) und der negativ geladenen 
DNA wichtig sind.  
Bereits lichtmikroskopisch ist in den Interphasekernen eukaryotischer Zellen das dicht 
gepackte Heterochromatin vom offeneren, lockeren Euchromatin abgrenzbar. Gene, die auf 
Abschnitten im Heterochromatin liegen, werden praktisch nicht exprimiert (MAHLKNECHT 
et al., 2003). Andersherum verhält es sich im transkriptionell aktiveren Euchromatin. 
Änderungen der Chromatinstruktur stellen folglich einen Mechanismus zur Regulierung der 
Genexpression dar, mit dessen Besonderheiten sich die sog. „Epigenetik“ beschäftigt.  
 
2.2 Epigenetik 
Jede gesunde eukaryotische Zelle besitzt ein für sie spezifisches und von den 
Notwendigkeiten der räumlichen und zeitlichen Aktion und Interaktion geprägtes 
Genexpressionsmuster. Veränderungen an der Chromatinstruktur, natürlich oder artifiziell 
induziert, stellen wichtige Mechanismen für die Kontrolle der Genexpression dar. Da Zellen 
in der Lage sind, Teile dieser Genexpressionsmuster ohne Veränderung an der eigentlichen 
DNA-Sequenz zu vererben, bezeichnet man dies auch als „epigenetisches Erbe“ – um durch 
das griechische Präfix „epi“ (auf) zu verdeutlichen, dass es sich um einen der eigentlichen 
DNA-Sequenz auf- o. überlagerten Code handelt. Es handelt sich also um postmitotisch 
vererbbare Änderungen der Genexpression, die nicht auf einer Änderung der primären DNA-
Sequenz beruhen (ESTELLER, 2008). 
 
2.2.1 Epigenetische Modifikationen 
Um die durch die unterschiedliche Packungsdichte des Chromatins hervorgerufene 
Regulation der Genexpression zu nutzen, müssen die Wechselwirkungen zwischen den 
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Histonen und der DNA-Doppelhelix, sowie regulatorischen Proteinen verändert werden. 
Hierbei spielen Acetylierung (HEBBES et al., 1988), Methylierung (ALLFREY et al., 1964) 
sowie Phosphorylierung und Ubiquitinylierung von Histonen (ALBERTS et al., 2008) die 
wichtigste Rolle, über zahlreiche weitere mögliche posttranslationale Modifikationsvorgänge 
ist weniger bekannt (vgl. (KOUZARIDES, 2007)).  
Da Methylierungen sowohl an den Histonen als auch an der DNA selber stattfinden können, 
bietet sich für epigenetische Modifikationen die grobe Unterteilung in „Histon-
Modifikationen“ und „DNA-Methylierung“ an (BERNSTEIN et al., 2007).  
Die verschiedenen Histon-Modifikationen und die DNA-Methylierung beeinflussen sich 
gegenseitig und stehen z.B. über Gen-regulatorische-Proteine, die an modifizierte Histone 
oder methylierte Cytosine binden, in Kontakt. Die korrekte Funktion der an der DNA-
Methylierung, wie auch an Histon-Modifikationen, beteiligten Komponenten ist für den 
Organismus von entscheidender Bedeutung, da sie an Schlüsselregulationsstellen für 
gewebsspezifische Genexpression, Zelldifferenzierung, x-chromosomaler Inaktivierung und 
Alterungsprozesse maßgeblich beteiligt sind und eine Fehlfunktion zur Karzinogenese führen 
kann. 
 
2.2.1.1 DNA-Methylierung 
Die DNA-Methylierung findet vornehmlich durch das Anfügen eines Methylrestes an der 
C-5 Position des Pyrimidinringes von Cytosin statt und wird im Beisein des 
Methylgruppendonors S-Adenosyl-Methionin über DNA-Methyltransferasen enzymatisch 
vermittelt. Die Modifizierung hat keinen Einfluss auf die Basen-Paarung (ALBERTS et al., 
2008). In humanen Zellen geschieht die DNA-Methylierung vornehmlich an Cytosinen, die 
einem Guanin vorangestellt sind, sog. CpG-Dinukleotide. Die Verteilung der CpG-
Dinukleotide erfolgt nicht zufällig über das Genom verteilt, vielmehr finden sich 
Anhäufungen, sog. CpG-Inseln, die ungefähr 0.7 % des menschlichen Genoms ausmachen, 
jedoch 7 % der CpG Dinukleotide enthalten (FAZZARI et al., 2004). Die Mehrheit der 
menschlichen Genpromotorregionen sind am 5’-Ende mit CpG Inseln assoziiert 
(BERNSTEIN et al., 2007; ESTELLER, 2008) und in undifferenzierten Zellen unmethyliert, 
d.h. das zugehörige Gen wird exprimiert. Methylierte Cytosinbasen können regulatorische 
Proteine sowohl rekrutieren als auch ausschließen (BIRD, 2002).  
Auch wenn der Großteil der aktuellen Literatur sich ausschließlich auf Methylierungen von 
CpG beschränkt, unterstreichen einige Forschungsergebnisse auch die Bedeutung von „Nicht-
CpG“-Methylierungen in humanen Zelllinien (RAMSAHOYE et al., 2000).  
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Die Weitergabe eines spezifischen Methylierungsmusters an eine Tochterzelle erfolgt über 
die DNA-Methyltransferase DNMT1 mit einer Spezifität für hemi-methylierte CpG-
Dinukleotide, welche den elterlichen DNA-Strang als Vorlage für die Methylierungen am neu 
synthetisierten Tochterstrang benutzt. (SMITH et al., 2007). 
Die DNA-Methyltransferasen DNMT3a und DNMT3b hingegen methylieren „de novo” 
vorher unmethylierte Sequenzen (OKANO et al., 1999). 
 
2.2.1.2 Histonmodifikationen 
Modifiziert werden die Aminosäuren-Seitenketten der acht Histone im Nukleosomenkern, 
wobei die größte Anzahl an kovalenten Modifikationen an den aus den Histonen 
herausragenden N-terminalen „Histon-Schwänzen“ erfolgt. Acetylierung findet vornehmlich 
an Lysin statt, wobei ein H-Atom durch eine Acetylgruppe ersetzt wird, und sich hierdurch 
die positive Ladung des Lysins aufhebt. Methylierung im Rahmen der posttranslationalen 
Histonmodifikationen findet sowohl an Lysin, wie auch an Arginin statt, wobei durch die 
Wahl von Mono-, Di- oder Trimethylierung eine weitere Stufe der Komplexität der 
Regulationsvorgänge ermöglicht wird. Während der Methylierung von Lysin funktionell 
Bedeutung bei Transkription und Reparatur zukommt, ist sie bei Arginin auf die Transkription 
beschränkt (KOUZARIDES, 2007). 
Für Phosphorylierungen sind die Aminosäuren Serin oder Threonin das Substrat. Alle diese 
drei Modifikationen fügen lediglich relativ kleine Moleküle in die Histonschwänze ein. 
Ausnahme bildet nur die Ubiquitinylierung, da Ubiquitin selbst ein 76 AS großes Protein ist 
(SANTOS-ROSA et al., 2005; ALBERTS et al., 2008). 
 
2.2.1.2.1 Acetylierung/Deacetylierung 
Die Histonacetylierung wird durch Histon-Acetyl-Transferasen (HAT) katalysiert, die an 
enzymspezifische Lysin-Positionen des N-terminalen Histonendes mit Hilfe des Co-Faktors 
Acetyl-CoA negativ geladene Acetylgruppen transferieren. Acetyliert werden vor allem die 
Histone H3 und H4, jedoch nicht ausnahmslos, da z.B. die HAT CBP/P300 auch die Histone 
H2A und H2B acetyliert (KOUZARIDES, 2007). 
Durch die Ladungsänderung des ursprünglich basischen, d.h. positiv geladenen 
Histonendes, wird die Affinität zwischen Histon und DNA abgeschwächt, so dass die 
Chromatinstruktur gelockert wird, und die nun im euchromatischen Abschnitt liegenden Gene 
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exprimiert werden können. An die acetylierten Lysine können zudem Bromodomänen, d.h. 
spezifische Acetyl-Lysin-Bindungsdomänen, wie sie in für die Transkription essentiellen 
Komplexen vorkommen, binden (BERG et al., 2007; BERNSTEIN et al., 2007). HATs 
können aber auch durch direkte Modifikation von Transkriptionsfaktoren agieren (ROTH et 
al., 2001; LÜBBERT et al., 2007). Mutationen werden bei zahlreichen Krebserkrankungen 
gefunden, sowohl bei soliden Tumoren, wie auch bei hämatologischen Erkrankungen 
(SANTOS-ROSA et al., 2005). 
 
2.2.1.2.2 Histondeacetylasen 
Die Silent-Information-Regulator 2 (SIR2)-Familie (SIRT1-7) von Nikotin-Amid-
Dinukleotid (NAD+)-abhängigen HDACs bildet die Klasse III der HDACs und wird aufgrund 
der großen Sequenzunterschiede von der Familie der klassischen HDACs unterschieden 
(VOELTER-MAHLKNECHT et al., 2006). Die klassische HDAC-Familie kann man noch in 
zwei Klassen unterteilen: Klasse I umfasst die Reduced-Potassium-Dependency (RPD3)-
ähnlichen HDACs (HDAC 1, 2, 3 u. 8), Klasse II die Histondeacetylase 1 (HDA1)-ähnlichen 
HDACs 4, 5, 6, 7, 9 u. 10 (GROZINGER et al., 1999). 
 
RPD3 ist ein Transkriptionsregulator der Hefe Saccaromyces cerevisiae; HDA1 ist ein 
ebenfalls in der Hefe vorkommendes Protein mit Deacetylaseaktivität; SIR2 das Protein in der 
Hefe, welches zum humanen SIRT1 die größte Homologie zeigt (DE RUIJTER et al., 2003; 
ZSCHOERNIG et al., 2008). Die erst 2002 identifizierte Histondeacetylase 11 (HDAC 11) 
zeigt zu den o.g. Klassen nur geringe Sequenz-Übereinstimmungen, so dass für sie eine 
eigene Klasse (IV) verwendet wird (GAO et al., 2002; GREGORETTI et al., 2004; 
VOELTER-MAHLKNECHT et al., 2005). 
Die HDACs der Klasse I finden sich fast ausschließlich im Zellkern, wobei HDAC1 und 2 
diesen aufgrund des Fehlens eines Kern-Export-Signals (nuclear export signal, NES) nicht 
verlassen können, wohingegen z.B. HDAC3 sowohl ein Import- als auch Export Signal trägt, 
theoretisch also auch im Zytoplasma lokalisiert sein kann (JOHNSTONE, 2002). Die Histon-
HDAC-Klasse Protein im Menschen Protein in Hefe 
Klasse I HDAC 1, 2, 3, u. 8 RPD3 
Klasse II HDAC 4, 5, 6, 7, 9 u. 10 HDA1 
Klasse III SIRT 1-7 SIR2 
Klasse IV HDAC 11  
Tab. 2 - Überblick über die Klassenzugehörigkeit der 18 bekannten Histondeacetylasen 
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Deacetylase 6 (HDAC6, Klasse II) ist an Mikrotubuli gebunden (HUBBERT et al., 2002) und 
ist, wie auch HDAC9 (ZHOU et al., 2001) und HDAC10 (FISCHER et al., 2002; KAO et al., 
2002) im Zytoplasma lokalisiert, wobei letztere ebenfalls im Zellkern vorkommen (BERTOS 
et al., 2001). Die Klasse II HDACs zeigen also eine größere Mobilität in Antwort auf 
zelluläre Signale. Noch besser untersucht wurden die Lokalisationsänderungen für die 
HDACs 4, 5 und 7 im Rahmen von Muskelzelldifferenzierung (vgl. (DE RUIJTER et al., 
2003), wobei das komplexe Zusammenspiel untereinander und mit weiteren 
Regulationsfaktoren in anderen Zelltypen deutlich weniger verstanden ist, und folglich auch 
hier die Verwendung epigenetisch modifizierender Substanzen noch ungeahnte Folgen hat. 
Inzwischen kristallisieren sich jedoch für einzelne Tumorentitäten Unterschiede in der 
Expression der einzelnen HDACs heraus, und das Spektrum an bekannten Funktionen 
innerhalb der Tumorzellen wächst beachtlich, obwohl noch immer erhebliche Lücken 
bestehen (WITT et al., 2008). 
 
Den klassischen HDACs gemeinsam ist eine ca. 390 AS umfassende katalytische Domäne, 
wobei HDAC6 und 10 mit zwei katalytischen Domänen hier die Ausnahmen bilden 
(GUARDIOLA et al., 2002). Die eigentliche aktive Region besteht aus einer röhrenförmigen 
Tasche mit breiterer Basis (Kolbenform) (FINNIN et al., 1999). Zwei benachbarte Histidine, 
Aspartat und Tyrosin, sind die Grundlage dafür, dass über ein charge-relay-system die 
Acetylgruppe im Rahmen des Deacetylierungsprozesses entfernt werden kann. Neben einem 
Zn2+-Ion an der Zink-Bindungsstelle am Boden der Tasche, werden weitere Kofaktoren für 
die HDAC-Aktivität benötigt. Da sie zusammen mit den HDACs die Genaktivität 
unterdrücken, werden sie in diesem Zusammenhang auch als Ko-Repressoren bezeichnet, dies 
sind z.B. BRCA, NF-κB oder N-CoR (für eine Übersicht vgl. (DE RUIJTER et al., 2003)).  
Brisanz besitzen die zunehmenden Kenntnisse, dass auch so bedeutende Proteine wie p53, 
NF-κB, α-Tubulin oder nukleäre Hormonrezeptoren von HDACs deacetyliert werden 
(DOKMANOVIC et al., 2007; XU et al., 2007). Einige Autoren schlagen daher bereits vor, 
statt von Histon-Deacetylasen besser von „Lysin-Deacetylasen“ (YANG et al., 2008) oder 
noch präziser ihre Spezifität implizierend von „N-ε-Lysin-Deacetylasen“ zu sprechen (XU et 
al., 2007).  
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Abb. 1 - Katalytische Domäne 
von HDAC4 
Dargestellt ist die Bindung eines 
Inhibitors vom Hydroxamsäuretyp  
 
Kleines Modell: Ribbons 
 
Grosse Modell: Sphärisches 
Oberflächenmodell 
 
Proteindarstellung mit 
AstexViewerTM, Rohdaten: EMBL-
EBI (Code 2VQM), HDAC4 
UniProt: P56524 
modifiziert n.:  
(BOTTOMLEY et al., 2008) 
 
2.2.2 Epigenetisch modifizierende Substanzen 
Die Erkenntnis, welche Bedeutung dem durch die HATs und HDACs vermittelten 
Gleichgewicht zwischen Genexpression u. –repression für die Entstehung von (malignen) 
Erkrankungen zukommt, machte die Entwicklung pharmakologisch wirksamer Substanzen 
attraktiv, die diese Schlüsselenzyme regulieren (MAHLKNECHT et al., 2000). 
 
2.2.2.1 DNA-Methyltransferase-Inhibitoren 
In Tumorgeweben findet sich häufig ein genomweiter Methylierungsverlust, während es 
gleichzeitig zu aberranten lokalen Methylierungsanhäufungen kommt. Promotoren von 
Tumor-Suppressor-Genen sind dabei häufig Ziel von Hypermethylierungen und folglichem 
gene-silencing (JONES et al., 2002).  
Ein Therapieansatz besteht darin, durch Hemmung der DNA-Methyltransferasen (DNMT) 
die Transkriptions-Suppression aufzuheben. Zwei DNA-Methyltransferase-Inhibitoren 
besitzen inzwischen eine FDA-Zulassung für die Behandlung von Patienten mit 
Myelodysplastischen Syndrom (MDS): 5-Azacytidine (Vidaza®; FDA-Zulassung 2004) und 
5-Aza-2’-Deoxycytidine (Dacogen®, Decitabine; FDA-Zulassung 2006), rund 40 Jahre nach 
ihrer ersten Verwendung in in vitro Studien (SORM et al., 1964; CIHÁK, 1974; JONES et 
al., 1980). 
Anwendung in neuen Therapieansätzen bei malignen Erkrankungen finden DNMT-
Inhibitoren sowohl in Monotherapien, als auch in Kombination z.B. mit HDAC-Inhibitoren. 
Insbesondere in der Behandlung von MDS und Leukämien zeigen sich vereinzelte Erfolge, 
hingegen fehlen Beweise der Wirksamkeit für solide Tumore (ESTELLER, 2008). Auch 
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fehlen nach wie vor exakte Erklärungen für das uneinheitliche Therapieansprechen 
(STRESEMANN et al., 2008). 
 
Bei der Synthese von DNA-Strängen kann 5-Aza-2’-Deoxycytidine anstatt des natürlich 
vorkommenden Deoxycytidine (ein Desoxyribonukleosid) eingebaut werden. 5-Azacytidine 
hingegen wird als Ribonukleosid in RNA eingebaut, etwa 10 % jedoch können durch 
Konversion mittels Ribonukleotidreduktase in 5-Aza-2’-Deoxycytidine umgewandelt werden. 
Von den natürlicherweise vorkommenden Cytidine und Deoxycytidine unterscheiden sich 
beide Substanzen lediglich durch das Vorhandensein eines Stickstoff-Atoms an Position 5 des 
Pyrimidinring, so dass DNMT beide Komponenten als normale Substrate betrachten. 
Hierdurch kann ein kovalent bindendes intermediäres Reaktionsprodukt der 
Methylierungsreaktion nicht freigesetzt werden, so dass die DNMT „eingefangen“ und in der 
Folge degradiert werden (SANTI et al., 1984; STRESEMANN et al., 2008).  
 
5-Azacytidine 
 
5-Aza-2’-Deoxycytidine 
   
   
  
 
 
 
 
 
Cytidine 
 
5-Methylcytidine 
 
Abb. 2 - Schematische Darstellung der DNA-Methylierung durch DNMT, sowie Inhibition der DNMT durch die 
nukleosidischen DNA-Methyltransferaseinhibitoren 5-Azacytidine und 5-Aza-2’-Deoxycytidine.  
Strukturformeln erstellt mit ACD/ChemSketch. Validiert unter http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov. Modifiziert u. 
korrigiert nach (LÜBBERT et al., 2007) 
 
DNMT
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2.2.2.2 Histondeacetylase-Inhibitoren 
Bereits 1971 beobachteten Sato und Friend, dass unter Exposition mit DMSO 
erythroleukämische Zellen ausdifferenzierten (SATO et al., 1971). Sechs Jahre später wurden 
in Nature histon-modifizierende Effekte durch Natrium-Butyrat in HeLa und Friend-
erythroleukämischen Zellen publiziert (RIGGS et al., 1977), der Nachweis der 
Deacetylierungs-Inhibition erfolgte umgehend (BOFFA et al., 1978). In einer japanischen 
Arbeitsgruppe konnte 1990 gezeigt werden, dass durch das aus Streptomyces hygroscopicus 
gewonnene Fermentationsprodukt TSA HDACs inhibiert und die Differenzierung von Friend-
Zellen induziert wird (YOSHIDA et al., 1990).  
Weitere Substanzen wurden gesucht und synthetisiert, u.a. Suberoylanilide hydroxamic 
acid, kurz SAHA (RICHON et al., 1996), deren Fähigkeit, HDACs zu inhibieren, zwei Jahre 
später publiziert wurde (RICHON et al., 1998).  
Inzwischen ist eine Vielzahl biochemisch sehr heterogener natürlich vorkommender oder 
synthetisierter Substanzen bekannt, die man nach chemischen Aspekten gruppieren kann. So 
reicht das Spektrum von den simpel strukturierten kurzkettigen Fettsäuren über 
Hydroxamsäuren und Benzamide bis zu komplexen zyklischen Tetrapeptiden. Bereits heute 
würde eine vollständige Liste aller bekannten HDAC-Inhibitoren den Umfang dieser 
Einleitung sprengen, erst jüngst sind weitere HDAC-Inhibitoren entwickelt worden, z.B. 
KD5170 oder Sulfamide (HASSIG et al., 2008; WAHHAB et al., 2009). Übersichten finden 
sich u.a. in (DE RUIJTER et al., 2003; VILLAR-GAREA et al., 2004; LÜBBERT et al., 
2007). 
 
Auch wenn die genaue Funktion auf molekularer Ebene noch nicht für alle HDAC-
Inhibitoren ergründet werden konnte, so stellt die Bildung eines Chelatkomplexes von einem 
Teil des Inhibitors mit dem am Boden der katalytischen Tasche der HDAC sitzenden Zn2+-Ion 
ein mögliches Wirkprinzip dar (VILLAR-GAREA et al., 2004), während zudem z.B. bei den 
Hydroxamsäuren der ringförmige Anteil wie ein Deckel für die Tasche gesehen werden kann. 
Neben einer optimalen Reaktion mit dem Metallion versucht man daher bei der Entwicklung 
neuer potenter HDAC-Inhibitoren möglichst viele Interaktionspunkte mit der kolbenförmigen 
„Tasche“ in der katalytischen Domäne zu kreieren (MASSA et al., 2001; KIM et al., 2003; 
SUZUKI et al., 2003; WU et al., 2004; MAI et al., 2009).  
Aus den Mechanismen auf molekularer Ebene ergibt sich eine gewisse Diversität 
hinsichtlich der HDAC-Spezifität der verschiedenen HDAC-Inhibitoren. So gibt es neben den 
bereits erwähnten Substanzen wie TSA und SAHA, die unspezifisch HDACs inhibieren und 
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daher im Englischen auch als „pan-inhibitors“ bezeichnet werden, auch solche, die z.B. nur 
HDACs der Klasse I oder II inhibieren (WITT et al., 2008). Keine Einigkeit existiert über die 
Fragestellung, ob „pan-Inhibitoren“ wie SAHA oder klassen-spezifische Inhibitoren wie 
Valproat oder MS275 besser für die Krebstherapie geeignet sind. Aufgrund der bezüglich 
anderer Proteine nicht vorhandenen Redundanz der HDACs könnten die „pan-Inhibitoren“ 
auf breiterer Basis Tumore schädigen (XU et al., 2007), während wenn man sich das größere 
Nebenwirkungsspektrum anschaut vieles für die Verwendung spezifischerer Inhibitoren 
spricht (WITT et al., 2008). 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde aus der Gruppe der kurzkettigen Fettsäuren Valproat und 
Natrium-Butyrat, die Hydroxamsäuren SAHA und Trichostatin A, sowie das Benzamid 
MS275 verwendet. Eine Übersicht über die HDAC-Spezifität der Substanzen findet sich in 
Tab. 3, Strukturformeln im Abschnitt 3.1.4.1. Alle Substanzen waren oder sind gegenwärtig 
Bestandteil klinischer Studien, auch wenn bis zum jetzigen Zeitpunkt lediglich SAHA (unter 
dem Handelsnamen Vorinostat®) eine Zulassung für die Behandlung des primären kutanen 
T-Zell-Lymphoms erhalten hat (bei Patienten mit progressivem, persistierenden oder 
rückläufigem Erkrankungsbild, nach einer oder zwei vorangegangenen systemischen 
Therapien; FDA-Zulassung Okt. 2006).  
 
 
 Klasse I Klasse II Klasse IV 
HDACi HDAC1 HDAC2 HDAC3 HDAC8 HDAC4 HDAC5 HDAC6 HDAC7 HDAC9 HDAC10 HDAC11 
NaB            
VA +++ +++ +++ +++   - - -   
SAHA +++ +++ +++ + +++  +++ +++ +++   
TSA +++ +++ +++ + +++  +++ +++ +++   
MS275 +++ + + - -  - - +++ +++  
Tab. 3 - Inhibitionsprofil der Histon Deacetylase-Inhibitoren, modifiziert nach (WITT et al., 2008) 
leer = keine Daten, +++ = starke Inhibition, + = schwache Inhibition, - = keine Inhibition 
 
2.3 Strahlenbiologische Grundlagen 
2.3.1 Ionisierende Strahlung 
Für die künstliche Induktion von DNA-Schäden wurde in der vorliegenden Arbeit 
ionisierende Strahlung (IR) verwendet. Als ionisierend bezeichnet man Strahlung, deren 
kinetische Energie ausreicht, Elektronen aus einem Atom zu lösen, also ein positiv geladenes 
Ion (Kation) zu erzeugen. Man muss ionisierende Strahlung begrifflich von Ionenstrahlung 
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trennen, bei der es sich um Teilchenstrahlung handelt. Neben der Teilchen- oder 
Korpuskularstrahlung existiert die Photonen- oder Quantenstrahlung. Beim radioaktiven 
Zerfall entsteht z.B. Alphastrahlung ( +242 He , Ionenstrahlung), die zugleich ionisierende 
Eigenschaften besitzt. Ebenfalls entstehen Beta- (β-- Strahlung, Elektronen (= 
Teilchenstrahlung) und Gammastrahlung (γ-Strahlung, Photonen), die die höchste Energie 
und damit Eindringtiefe in den Organismus besitzt.  
 
2.3.2 Röntgenstrahlung und Röntgenquelle 
Röntgenstrahlung ist wie Gammastrahlung Photonen-Strahlung, nach dem Welle-
Teilchendualismus ebenfalls betrachtbar als elektromagnetische Welle. Während 
Gammastrahlung bei Kernzerfallsprozessen entsteht und die höchste Energie besitzt, werden 
Röntgenstrahlen meist künstlich erzeugt und besitzen im Allgemeinen eine etwas geringere 
Energie, entsprechend einer etwas größeren Wellenlänge (λγ  ≤ 10-12m; λRöntgen. = 10-12-10-9m). 
Die Erzeugung der Röntgenstrahlen findet in einer Röntgenquelle (hier: Röntgenröhre) statt, 
in der Elektronen zunächst durch ein elektrisches Feld hohe (kinetische) Energie zugeführt 
wird, und anschließend ein abrupter Aufprall auf die Anode stattfindet. Hierbei wird 99 % der 
eingestrahlten Energie in Wärme umgewandelt (Notwendigkeit der Kühlung) und nur 1 % der 
Energie wird als Röntgenstrahlung freigesetzt, die sich aus zwei Komponenten 
zusammensetzt: Durch die starke Verzögerung der Elektronen entsteht zum einen 
kontinuierliche Bremsstrahlung, zum anderen werden Elektronen der Anoden-Atome 
angeregt, die bei Rückkehr auf das ursprüngliche Energieniveau Strahlung mit einem 
materialabhängigen charakteristischen Linienspektrum emittieren (charakteristische 
Röntgenstrahlung). 
 
2.3.3 Schadensinduktion und Wechselwirkungen ionisierender Strahlung 
Trifft ein Photon mit ausreichender Energie auf eine zelluläre Struktur, so finden prinzipiell 
drei Wechselwirkungsprozesse statt: Comptoneffekt, Photoeffekt (photoelektrischer Effekt) 
und Paarbildungseffekt. Der Comptoneffekt (Compton-Streuung) beschreibt, dass ein 
hochenergetisches Photon beim Zusammenstoss mit einem Hüllenelektron eines Atoms einen 
Teil dieser Energie ab gibt, so dass ein Elektron freigesetzt werden kann. Ein Photon wird mit 
der Restenergie in eine geänderte Richtung emittiert und kann selber bei noch ausreichender 
Energie weitere Elektronen anregen. Hochenergetische Photonen können aber auch direkt mit 
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dem elektrischen Feld des Atomkerns wechselwirken, wobei zwei neue Teilchen entstehen 
(Paarbildungseffekt). Die Energie des Photons wird dabei in Ruheenergie und kinetische 
Energie der erzeugten Teilchen umgewandelt. Nötig ist hierfür, dass das Photon mindestens 
die Ruheenergie der erzeugten Teilchen besitzt, bei γ-Strahlung sind dies Elektron und 
Positron. Auch hierbei werden Teilchen frei, die ihrerseits ionisieren können. 
Niederenergetische Photonen geben hingegen ihre Energie bei der Kollision mit einem 
Hüllenelektron komplett ab, so dass das Elektron freigesetzt wird und ein ionisiertes Atom 
zurückbleibt (Photoeffekt).  
 
Die stärksten Strahlenschäden werden durch freie Radikale erzeugt, die eine hohe 
chemische Reaktivität besitzen. Als Radikal bezeichnet man ein Atom o. Molekül, das 
mindestens ein ungepaartes Elektron besitzt. Bei Bestrahlung mit Gamma- oder 
Röntgenstrahlung kommt es zur sog. Wasserradiolyse, die vereinfacht wie folgt abläuft: 
 
Heterolytische Spaltung (Ionisation)  Wasser-Ion (Radikal) 
H2O  H2O+ + e- 
 
oder 
 
homolytische Spaltung  Hydroxylradikal u. Wasserstoffatom 
H2O  H2O•  •OH + H• 
 
Die primären Wasser-Ionen reagieren unmittelbar mit Wasser, wobei weitere 
Hydroxylradikale entstehen: 
H2O+ + H2O  •OH + H3O+ 
 
Aufgrund der kurzen Halbwertszeit der Radikale haben ihre Effekte nur eine begrenzte 
räumliche Auswirkung. Dennoch ergaben Untersuchungen, u.a. mit Radikalfängern, dass 
mehr als die Hälfte der DNA-Schäden durch Radikale erzeugt werden (REUVERS et al., 
1973). Es entstehen an der DNA neben Basen- u. Zuckerschäden, Vernetzungen (DNA-DNA 
und DNA-Protein-Crosslinks) Einzel- und Doppelstrangbrüche (KÜHNE, 2003; 
WANNENMACHER et al., 2006; FRICKE, 2008). 
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2.3.4 DNA-Doppelstrangbruchreparatur 
DNA-Doppelstrangbrüche (DSB) gehören zu den schwersten DNA-Schäden. Jeder DSB 
stellt ein unmittelbares Risiko für die Chromatin-Stabilität und damit auch für chromosomale 
Translokationen dar. DSB können zu Gen-Rearrangements führen, zu Apoptose oder 
schlimmstenfalls zur malignen Transformation einer Zelle. Dennoch treten DSB auch 
natürlicherweise im Rahmen der Immunsystem-Reifung auf oder generieren während der 
Meiose genetische Diversität (SCHATZ et al., 2005; WHITBY, 2005). Neben diesen 
normalen zellulären Mechanismen können DSB auch artifiziell durch eine Vielzahl von 
Ereignissen induziert werden. Pharmakologisch u.a. durch Topoisomerase-Inhibitoren (z.B. 
dem Zytostatikum Etoposid) oder radiomimetischen Substanzen wie Bleomycin (MAHANEY 
et al., 2009). Ebenso können reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS) zu DSB führen (vgl. S. 92). 
Für die vorliegende Arbeit wurden DSB durch die ionisierende Strahlung (IR) einer 
Röntgenröhre erzeugt. Lebewesen sind aber auch kontinuierlich natürlich vorkommender IR 
in niedrigen Dosen ausgesetzt. Insbesondere jedoch im Kontext medizinischer Diagnostik 
(z.B. Computertomographie) und Therapie wird IR verwendet und führt zu DNA-Schäden 
(LÖBRICH et al., 2005; BRENNER et al., 2007; ROTHKAMM et al., 2007). 
Ionisierende Strahlung führt indirekt über die Bildung von Hydroxyl-Radikalen (OH) zu 
DNA-Schäden, sowie direkt über die Abgabe von Energie. Schäden entstehen an 
Nucleinsäure-Basen und am Phosphodiester-Rückgrat, resultierend in Einzelstrangbrüchen 
(single-strand-breaks SSBs). Entstehen zwei SSBs max. 20bp entfernt an gegenüberliegenden 
DNA-Einzelsträngen, so bilden sich die für IR typischen DSBs, die unsaubere Enden 
aufweisen (überhängende 3’ u. 5’-Enden oder 3’-Phosphatgruppen) (WYMAN et al., 2006; 
WYMAN et al., 2008; MAHANEY et al., 2009).  
Für eine fehlerfreie Restauration der zerstörten Information ist es erforderlich, dass die 
verlorene Sequenzinformation von einem anderen DNA-Abschnitt auf demselben oder einem 
anderen DNA-Molekül abgelesen werden kann. Evolutionär hat es sich jedoch von Vorteil 
erwiesen, dass DSB auch dann repariert werden, wenn keine homologe Sequenzinformation 
verfügbar ist: So entstehen zwar Informationslücken, aber durch die Rekonstruktion des 
Phosphodiester-Rückgrats kann die strukturelle Integrität eines Chromosoms gewahrt werden, 
ohne welche der Verlust ganzer Chromosom-Segmente mit hunderten Genen drohen würde 
(LIEBER, 2008).  
Dieses Prinzip der fehleranfälligen DSB-Reparatur wird als non-homologous-end-joining, 
kurz NHEJ, bezeichnet und von der fehlervermeidenden homologen Rekombination (HR) 
abgegrenzt. Die homologe Rekombination ist auf die S- und frühe G2-Phase beschränkt, da 
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für den korrekten Ablauf die Nähe eines Schwester-Chromatids notwendig ist (JEGGO et al., 
2006). Aus der experimentellen Notwendigkeit heraus, Zellen mit gleichem DNA-Gehalt zu 
untersuchen, konnten jedoch nur Zellen in der G0/G1-Zellzyklusphase untersucht werden. Im 
Folgenden soll daher im Detail das für diese Arbeit maßgebliche NHEJ unter besonderer 
Berücksichtigung epigenetischer Modifikationen und den ableitbaren wichtigsten 
Erkrankungen beschrieben werden.  
 
2.3.4.1 DSB-Reparatur über non-homologous-end-joining 
Inzwischen ist bekannt, dass die Koordination der in der Antwort auf DSB beteiligten 
Nucleasen (Entfernen von geschädigter DNA), Polymerasen (Synthetisierung neuer DNA-
Stränge) und DNA-Ligasen (Verknüpfung von DNA-Strängen) unmittelbar mit Chromatin-
Modifizierung verbunden ist, ein Beispiel für die Komplexität (epigenetischer) 
Regulationsvorgänge (PANDITA et al., 2009).  
 
2.3.4.1.1 Von der Histon-Variante H2AX zu γH2AX 
Im Jahre 1998 wurde publiziert, dass in Reaktion auf das Auftreten von DSB die Histon-
Variante H2AX phosphoryliert wird (H2AX  γH2AX). Die nachfolgende Entwicklung 
kommerziell erwerblicher Antikörper gegen die Phosphorylierungsstelle am Serin 139 hat zu 
einer Revolution in der Erforschung der DSB-Reparatur geführt (ROGAKOU et al., 1998; 
ROGAKOU et al., 1999; BONNER et al., 2008). Dennoch ist auch mehr als zehn Jahre nach 
der Entdeckung die exakte physiologische Bedeutung der H2AX-Phosphorylierung nicht 
eindeutig geklärt.  
 
Aus Mausexperimenten weiß man, dass H2AX auch als Zellzyklus-Kontrollpunkt-Marker 
benötigt wird und zudem eine Rolle beim Immunglobulin-Klassenwechsel (Ig class switch ) 
spielt. Homozygot H2AX negative Mäuse weisen eine hohe chromosomale Instabilität auf, 
resultierend in einem pleiotropen Phänotyp (Kleinwuchs, Immundefekte), männliche Mäuse 
sind zudem steril (CELESTE et al., 2002). Überraschenderweise führt jedoch ein Verlust an 
γH2AX trotz seiner zentralen Relevanz für die DNA-Schadensantwort (DNA damage 
response, DDR) nur zu einer mäßigen Verschlechterung der Reparatur. Die Arbeitsgruppe um 
Celeste vermutet, dass γH2AX zwar zum Reparaturprozess beiträgt, jedoch nicht an der 
primären Erkennung beteiligt ist und folglich auch nicht an der Distribution der Reparatur-
Komplexe (CELESTE et al., 2003). Andere Arbeiten, die nicht im Widerspruch hierzu stehen, 
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zeigen potentielle Interaktionen von γH2AX u.a. mit MDC1 (STEWART et al., 2003), 53BP1 
(WARD et al., 2003) und Nbs1 (KOBAYASHI et al., 2002). Interaktionen mit der HAT 
NuA4, sowie den an der Chromatin-Umformung beteiligten Proteinen Ino80 und Swi/Snf 
konnten in Hefeorganismen gezeigt werden (MORRISON et al., 2004; VAN ATTIKUM et 
al., 2004). Für MDC1 (Mediator / Regulator) konnte eine Interaktion auch auf struktureller 
Ebene nachgewiesen werden, seit bekannt wurde, dass MDC1 zwei BRCT-Domänen (BRCA1 
C-terminal domain) besitzt, die optimal erscheinen, um γH2AX zu erkennen (RODRIGUEZ 
et al., 2003; STUCKI et al., 2005; KINNER et al., 2008). 
 
Weitere Evidenz für eine Schlüsselrolle von H2AX liefern jüngste Studien, die Mutationen 
im H2AX-Gen (H2AFX) untersucht haben. H2AFX liegt auf Position 23 des langen Arms 
von Chromosom 11 (11q23), einer häufig Mutationen ausgesetzten Stelle in vielen 
hämatoonkologischen Erkrankungen (AML, ALL). Inzwischen konnten z.B. für einige SNPs 
(single-nucleotide-polymorphisms) im H2AFX-Gen eine starke Korrelation mit Follikulären 
Lymphomen und Mantelzell-Lymphomen (Non-Hodgkin-Lymphome) gefunden werden 
(NOVIK et al., 2007). 
Neben der Phosphorylierung scheint auch Ubiquitinylierung an der Signaltransduktion 
beteiligt zu sein. So könnte eine Verbindung zwischen den am Anfang der Signalkaskade 
stehenden Faktoren ATM, MDC1 und Nbs1 und den später hinzukommenden Proteinen 
53BP1 und BRCA1 über RNF8 geregelt werden, welches in der Lage ist, H2AX zu 
(poly)ubiquitinylieren und so weitere Mediatoren zu rekrutieren (COHN et al., 2008). 53BP1 
interagiert zudem spezifisch mit dimethyliertem Lysin 20 des Histon H4 (H4K20me2). 
(BOTUYAN et al., 2006). 
Eine Übersicht über die beschriebenen und weitere, im Zuge der DSB-Reparatur 
stattfindenden, Histon-Modifikationen gibt Tab. 4. 
 
Während über die der Phosphorylierung von H2AX nachgeschalteten Interaktionen bereits 
einiges bekannt ist, ist die zentrale Frage nach dem Mechanismus der initialen 
Phosphorylierung von H2AX ungeklärt. Beteiligt an der Phosphorylierung scheinen drei 
Mitglieder der PIKK-Familie zu sein, ATM, ATR und DNA-PKcs, wobei ATM die größte 
Bedeutung zukommt. Durch seine molekulare Struktur ist ATM in der Lage gleich mehrere 
H2AX-Moleküle zu phosphorylieren (BAKKENIST et al., 2003). In vollständiger 
Abwesenheit von ATM, wobei eine spezifische Inhibition nicht genügt, ist auch die DNA-
PKcs in der Lage, H2AX zu phosphorylieren (HICKSON et al., 2004).  
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Histon Aktion Position 
H1 Phosphorylierung durch DNA-PK  
H2A Acetylierung durch TIP60  
H2AX Phosphorylierung durch ATM S139 
 Ubiquitinylierung durch RNF8 S139 
H3 Acetylierung durch TIP60  
 Methylierung durch DOT1L K79 
 Assoziation von 53BP1 an K79me 
 Assoziation von RAG2 an K4me3 
H4 Phosphorylierung durch ck2 S1 
 Acetylierung durch NuA4/TIP60-TRAPP  
 Acetylierung durch hMOF K16 
 Assoziation von HP1β an K20me3 
 Assoziation von 53BP1 an K20me2 
 
Fest steht, dass nach einem Bruch des DNA-Doppelstrangs das Histon H2AX nicht, wie 
sonst üblich bei Histonmodifikationen, am N-terminalen, sondern am carboxyterminalen Ende 
(Ser139) phosphoryliert wird. Die Phosphorylierung breitet sich bis zu einer 2 Mbp großen 
Region des Chromatins aus (ROGAKOU et al., 1999), wobei neuere Untersuchungen eine 
Ausbreitung sogar bis zu 30 Mbp dadurch erklären, dass nicht nur unmittelbar aufeinander 
folgende H2AX-Moleküle phosphoryliert werden (PILCH et al., 2003). 
Charakteristisch führt diese lokale Phosphorylierung und die nachfolgende Rekrutierung 
einiger DDR-Proteine zur Bildung von (immunfluoreszenz-)mikroskopisch nachweisbaren 
Protein-Komplexen, sog. Foci (hier:„IR-induced foci“ IRIF). Die maximale Anzahl erreichen 
die γH2AX-Foci in humanen Fibroblasten etwa 30 min nach dem Schadensereignis 
(BONNER et al., 2008). 
Unbekannt ist der genaue Mechanismus der Dephosphorylierung von γH2AX. Theoretisch 
könnte dieser Prozess durch eine simple Dephosphorylierungsreaktion erfolgen oder 
komplizierter durch den Austausch von γH2AX durch H2AX. Für eine in situ 
Dephosphorylierung spricht eine teilweise beobachtete Kolokalisierung der Phosphatase 
PP2A mit γH2AX. Dagegen spricht, dass in Hefen γH2AX-Foci auch in Phosphatase-
defizienten Stämmen verschwinden und es Beweise gibt, dass das γH2AX-Homolog zunächst 
Tab. 4 - Bekannte Histonmodifikationen in der Antwort auf eine DSB-Induktion. 
Modifiziert nach (PANDITA et al., 2009) 
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aus der Chromatin-Struktur entfernt wird, bevor es dephosphoryliert wird (KINNER et al., 
2008). 
2.3.4.1.2 Ataxia telangiectasia mutated 
Für die These, dass ATM als Sensor für DSB fungiert, sprechen vor allem aus 
Strukturanalysen gewonnene Daten die u. a. belegen, dass ATM in der Lage ist, DNA-Enden 
zu binden (SMITH et al., 1999; LLORCA et al., 2003). Stärkere Evidenz erhält jedoch die 
Hypothese, dass der eigentliche primäre Sensor für DSB im Mre11-Komplex 
(Mre11/Rad50/Nbs1) zusehen ist, welcher ATM aktivieren kann (LAVIN et al., 2007). Für 
den Komplex wird aufgrund seiner Nuklease-Aktivität vermutet, dass er zudem für die 
Prozessierung der DNA-Enden nach DSB-Induktion durch IR benötigt wird. Daten aus in vivo 
Experimenten an hypomorphen Rad50-Mäusen zeigen, dass bereits kleine Defekte 
insbesondere in proliferierenden Zellen, z.B. hämatopoetischen Stammzellen, zu schwerer 
chromosomaler Instabilität führen (BENDER et al., 2002). 
Eine Vielzahl von verschiedenen Mutationen im ATM-Gen, einem der größten des 
menschlichen Genoms, führt zum Krankheitsbild der Ataxia telangiectasia, welche u.a. durch 
eine hohe Strahlensensibilität gekennzeichnet ist (SANDOVAL et al., 1999). Die hohe 
Empfindlichkeit der betroffenen Patienten für strahleninduzierte Schäden könnte damit 
zusammen hängen, dass möglicherweise DSB, die im Heterochromatin entstehen, ATM-
abhängig repariert werden (BONNER et al., 2008). So beeinflusst ATM den Transkriptions-
Korepressor KAP1 (Krüppel-associated box (KRAB)-associated protein) direkt und führt zur 
Lockerung des zuvor durch KAP1, HP1-β (Heterochromatin Protein 1) u./o. HDAC 1 u. 2 
erzeugten heterochromatischen Chromatinabschnitts (RIBALLO et al., 2004; ZIV et al., 
2006; GOODARZI et al., 2008). Für HP1-β konnte bereits auf molekularerer Ebene ein 
Mechanismus aufgezeigt werden, über den HP1-β nach DNA-Schädigung mobilisiert wird, so 
dass es konsekutiv zu einer Relaxation der heterochromatischen Struktur kommen kann 
(AYOUB et al., 2008). Es ist wahrscheinlich, dass die gestörte Chromatin-Relaxation einen 
wesentlichen Anteil an der schlechteren DSB-Reparatur in AT-Patienten besitzt (PANDITA 
et al., 2009). Ob eine durch epigenetische Modifikatoren ausgelöste Relaxation die 
fehlgesteuerte Relaxation im Gewebe von AT-Patienten umgehen mag, bleibt noch zu zeigen.  
 
Auch an der Regulation von ATM sind epigenetische Modifikationen unmittelbar beteiligt. 
Jüngst konnte gezeigt werden, dass der Verlust des Nukleosom-bindenden Proteins HMGN1 
Chromosomen zu binden, die durch IR ausgelöste ATM-Autophosphorylierung negativ 
beeinflusst. Abhängig von HMGN1 führt IR zu einem Anstieg der globalen Acetylierung von 
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Lysin 14 des Histon H3 (H3K14), jedoch sind HDAC-Inhibitoren in der Lage, die 
Abhängigkeit zwischen ATM und HMGN1 aufzuheben, so dass die Notwendigkeit von 
HMGN1 für eine effiziente Aktivierung von ATM umgangen werden kann (KIM et al., 
2009).  
 
Nach seiner Aktivierung führt ATM seinerseits zur Phosphorylierung einer so großen 
Anzahl von Proteinen, dass inzwischen eine Plattform für in silico Netzwerk-Analysen 
besteht (Showcase of ATM related pathways: http://www.cs.tau.ac.il/~spike/). Grob lassen 
sich die Proteine gemäß ihrer Funktion in DNA-Schadens-Sensoren (z.B. DNA-PKcs, Nbs1), 
Vermittler (z.B. H2AX, MDC1, BRCA1, 53BP1), Übersetzer (z.B. Chk1,Chk2) und 
Effektoren (z.B. p53, Mdm2, Artemis, KAP1) unterteilen (LAVIN et al., 2007).  
 
2.3.4.1.3 Ku70/80, DNA-PKcs, Artemis 
In in vitro Experimenten konnte für zwei weitere Proteine, Ku70 u. Ku80, die Fähigkeit zur 
Erkennung von DSB binnen Sekunden nach der Induktion nachgewiesen werden. Inwieweit 
sie unabhängig oder in die Aktivierung z.B. von ATM, MDC1 oder yH2AX involviert sind, 
ist derzeit noch unklar. So formen die als Heterodimer vorliegenden Ku70/Ku80 unter 
anderem eine Schleife, die DNA unabhängig von der Sequenz umschließen kann (WALKER 
et al., 2001). DNA-PKcs können an die DNA-Enden des Bruches mit hoher Affinität binden, 
nachdem Ku durch eine kurze Einwärts-Drehung die Enden freigelegt hat. Der sich bildende 
Komplex (DSB-Ku-DNA-PKcs) könnte zum Zusammenhalten der DNA-Enden und zum 
Schutz vor Nukleasen dienen, zudem findet eine Autophosphorylierung an DNA-PKcs und 
Aktivierung der Nuklease Artemis statt. Verlust an DNA-PKcs führt u.a. durch Defekte in der 
V(D)J-Rekombination zum sog. SCID-Syndrom (severe combined immunodeficiency) in 
Pferden, Hunden und Mäusen (LIEBER, 2008; MAHANEY et al., 2009). Artemis fungiert als 
5’-3’-Endonuklease, Defekte führen in menschlichen Zellen zum RS-SCID (radiation-
sensitive SCID). Etwa 10 % der DSB in humanen (Fibroblasten-)Zelllinien werden Artemis 
abhängig repariert (RIBALLO et al., 2004). 
Nach der Prozessierung der Enden synthetisieren DNA-abhängige-DNA-Polymerasen die 
ggf. zur Verknüpfung der geschädigten DNA nötigen DNA-Bausteine de novo. Unterschieden 
werden drei Polymerasen (Pol): TdT (Terminal deoxynucleotide Transferase), Pol µ und 
Pol λ. TdT ist lediglich in der Lage, Nukleotide ohne Vorlage an die DNA-Enden zu fügen 
(v.a. während der V(D)J-Rekombination). Pol µ kann sowohl nach Vorlage arbeiten, als auch 
zufällig Nukleotide anfügen. Pol λ arbeitet ausschließlich nach Vorlage. Als Vorlage kann 
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z.B. ein Teil des komplementären Stranges dienen (wenn sich z.B. die Enden überlappen), 
resultierend in einer inversen Wiederholung der Sequenz. Ebenso kann ein Stück des der 
Lücke gegenüberliegenden Stranges dienen, um die noch vorhandene eigentliche Läsion zu 
überbrücken (WYMAN et al., 2006; LIEBER, 2008). 
Die Verknüpfung der Nukleotide erfolgt abschließend über die DNA-Ligase IV, unabhängig 
vom parallelen Strang, zudem über Lücken von einigen Nukleotiden hinweg. Als Kofaktoren 
für die DNA-Ligase IV fungieren XRCC4 und XLF (XRCC4-like factor / Cerunnos) (GU et 
al., 2007). 
 
2.3.4.2 DSB-Reparatur über Homologe Rekombination 
Das Prinzip der homologen Rekombination (HR) ist ebenfalls ein essentieller Bestandteil 
der DSB-Reparatursysteme in eukaryotischen Zellen. So veränderten sich die an der HR 
beteiligten Schlüsselenzyme wie Rad51 im Laufe der Evolution nur wenig. Störungen in der 
HR sind zudem mit einigen Krankheiten assoziiert worden, so z.B. das Nijmegen breakage 
syndrome oder die Fanconi Anämie (THOMPSON et al., 2002). Die HR setzt homologe, also 
möglichst strukturähnliche oder gleiche DNA-Abschnitte voraus, z.B. Schwestern-
Chromatide im Rahmen der Zellteilung. Für die vorliegende Arbeit waren jedoch 
kontaktinhibierte Zellen maßgeblich, so dass die HR im Gegensatz zum NHEJ hier nur vom 
Prinzip her beschrieben wird. Eine Rolle spielte sie aber bei der Reparatur von DSB im 
Rahmen des Koloniebildungstests, da dort sich teilende Zellen zum Einsatz kamen. 
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Abb. 3- Prinzip der Homologen Rekombination. Modifiziert nach (PANDITA et al., 2009) 
 
Nach Registrierung des DSB durch u.a. den MRN-Komplex werden zunächst die Enden der 
Bruchstelle so prozessiert, dass die Überhänge 3’-Polarität aufweisen . Ein Teil eines 
Einzelstrangs dringt nun mit Hilfe der Proteine Rad51 (Meiose: Dmc1) in ein homologes 
Chromosom ein , meist ein Schwester-Chromatid. Die DNA-Polymerase I kann den 
Einzelstrang nun verlängern . Neben diesem sog. „synthesis-dependent strand annealing“  
kann es auch zur Ausbildung von sog. „Double-Holliday-Junctions (,
) kommen, bei 
denen sich die Einzelstränge überkreuzen, so dass es während der Reparatur mitunter zu sog. 
„Crossovers“ kommt, also dem Austausch zweier DNA-Abschnitte.  = non-crossover 
recombinants, 	=crossover recombinants.
 
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2.4 Ziele der Arbeit 
 
In der klinischen Praxis zeigte sich, dass ein Teil der mit hypomethylierenden Substanzen 
behandelten Patienten nicht von einer Behandlung profitiert (ISSA et al., 2009). Bei einzelnen 
Patienten kommt es im Gegenteil sogar zu einer deutlichen Verschlechterung des klinischen 
Bildes. Aus dieser Beobachtung heraus erwuchs die Motivation, mögliche Auswirkungen 
epigenetisch modifizierender Substanzen auf die chromosomale Stabilität zu untersuchen. 
Während sich der Großteil der Arbeiten auf die Untersuchung von epigenetisch aktiven 
Substanzen in Krebszellen konzentriert, war es Ziel der vorliegenden Arbeit, mögliche 
Auswirkungen auf die Reparatur von Doppelstrangbrüchen der DNA in nicht mutierten 
humanen Zellen zu untersuchen. Speziell sollte der Einfluss der hypomethylierenden Substanz 
5-Azacytidine und der fünf HDAC-Inhibitoren SAHA, MS275, TSA, VA und NaB auf 
humane Fibroblasten mit Hilfe der γH2AX-Focusanalyse und des Koloniebildungsassays 
untersucht werden. Mit diesen Versuchen sollten die biologische Relevanz und mögliche 
therapeutische Risiken ermittelt werden, um Konsequenzen für die klinische Praxis abzuleiten 
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3 Material und Methodik 
 
3.1 Materialien und Geräte 
3.1.1 Geräte 
Gerätetyp Name Hersteller, Ort1 
Autoklav Systec 3870 ELV Systec GmbH, Wettenberg 
Brutschränke Heraeus, Heracell Kendro Laboratory Products, 
Fellbach 
Durchflusszytometer (FACS) BD FacsCanto BD Biosciences, NJ USA 
Elektronische Pipettierhilfe „Pipettboy“ pipetus-akku Hirschmann Laborgeräte 
Elektrophorese Mini Protean III Vertikal 
Elektrophorese System 
Biorad, München 
Fluoreszenz-Mikroskop Nikon Eclipse E600 Nikon, Düsseldorf 
Invers-(Zellkultur)-
Mikroskop 
Nikon Eclipse TS100 Nikon, Düsseldorf 
Kamerasystem Nikon DS 2MBWc (s/w) 
Nikon DS Fi1 (Farbe) 
Nikon, Düsseldorf 
Photometer Ultrospec 3100 Amersham Biosciences 
Europe GmbH, Freiburg 
Sterilwerkbänke Heraeus Hera safe Kendro Laboratory Products, 
Fellbach 
Vortexer Vortex Genie 2 Scientific Industries, NY 
USA 
Wärmebad   GFL, Burgwedel 
Westernblot Mini Trans Blot Cell 
Biorad Power Pac 200 Power 
Supply 
Bio-Rad Laboratories 
GmbH, München 
Zählkammer Neubauer improved Marienfeld Superior, Paul 
Marienfeld GmbH & Co. 
KG, Lauda-Königshofen 
Zentrifugen Biofuge 13 Heraeus Kendro Laboratory Products, 
Fellbach 
1) Sofern nicht anders angegeben, Deutschland. 
 
Material und Methodik  Seite 31 
 
3.1.2 Verbrauchsmaterialien 
Gerätetyp Name Hersteller, Ort1 
Deckgläschen  Deckgläser rund 12mm Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Desinfektionsmittel  Freka-NOL AF Dr. Schumacher GmbH, 
Melsungen 
FACS-Röhrchen   Beckton & Dickinson, 
Heidelberg 
Filme Kodak BioMax Light Film u. 
XAR  
Carestream Health Inc., NY 
USA 
Kanülen BD Microlance  BD Biosciences, NJ USA 
Kryoröhrchen Cryotube Vials Nunc, Roskilde, Dänemark 
Nitrocellulosemembran Trans-Blot Transfer Medium 
0,2µ 
BioRad, München 
Objektträger SuperFrost Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Parafilm Laboratory Film Pechiney, Plastic Packaging, 
Chicago, USA 
Pipettenspitzen 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml 
Serologische Pipetten 
Sarstedt, Nümbrecht 
Präzisionswischtücher Kimtech Kimberly-Clark Professional, 
Roswell, USA 
Rundbodenröhrchen 15 ml und 50 ml Sarstedt, Nümbrecht 
Wasserbadstabilisator  BadStabil (#1-6095) Neolab, Heidelberg 
Zellkulturflaschen T75 & T25 (75 & 25 cm2) Thermo Fisher Scientific 
(Nunc GmbH & Co. KG ), 
Langenselbold 
Zellkulturplatten 6-Well-Platten 
(= 6-Loch-Platten) 
Thermo Fisher Scientific 
(Nunc GmbH & Co. KG ), 
Langenselbold 
Zellkulturschalen ∅ 60  Thermo Fisher Scientific 
(Nunc GmbH & Co. KG ), 
Langenselbold 
 
∅ 94 mm, ∅ 150 mm 
 
Greiner Bio-One, 
Frickenhausen 
1) Sofern nicht anders angegeben, Deutschland. 
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3.1.3 Chemikalien und Reagenzien 
Typ Name Bezeichnung Hersteller, Ort1 
Kulturmedien    
 
DMEM #E15-843 PAA, Pasching,  
 
  Österreich 
  
#FG 0435 Biochrome AG, 
Berlin 
 
MEM #FG 0325 Biochrome AG, 
Berlin 
 
RPMI 1640 #F 1215 Biochrome AG, 
Berlin 
 
   
Supplemente    
 
FBS Superior #S 0615 Biochrome AG, 
Berlin 
 
NEAA #K 0293 Biochrome AG, 
Berlin 
 
Penicillin/Streptomycin #A 2213 Biochrome AG, 
Berlin 
 
Sodium-pyruvate #L 0473 Biochrome AG, 
Berlin 
 
   
Reagenzien und Lösungen für die Zellkultur   
 
DMSO #A 994.1 Carl Roth GmbH, 
Karlsruhe 
 
PBS  Klinikapotheke 
 
Trypsin / EDTA 
(0.05 %/0.02 %) 
#L 2143 Biochrome AG, 
Berlin 
 
   
Immunzytochemische Färbung   
 
Methanol 
(Rotipuran) 
#4627.5 Carl Roth GmbH, 
Karlsruhe 
 
Mounting Medium 
(Vectashield) 
mit DAPI 
#H1200 
ohne DAPI 
#H1000 
Vector Laboratories, 
CA USA 
 
Normalserum NS goat #B15-035 PAA, Pasching, 
Österreich 
 
Triton X 100 #3051.2 Carl Roth GmbH, 
Karlsruhe 
 
   
Histonisolierung und Westernblot   
 
Aceton  Hedinger, Stuttgart 
 
Acrylamid-Lösung Rotipuran Gel 
(30 %) 
#3029.1 
Carl Roth GmbH, 
Karlsruhe 
 
Agarose  Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen 
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APS #10316 Grüssing GmbH, 
Filsum 
 
DTT  Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen 
 
Entwickler  Adefo Chemie, 
Dietzenbach 
 
Ethanol  SAV Liquid 
Productions, 
Flintsbach a. Inn 
 
Fixierer  Adefo Chemie, 
Dietzenbach 
 
Glycin  Merck KGgA, 
Darmstadt 
 
Hepes #H3375-25G Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen 
 
KCl  Riedel-de Haën, 
Seelze 
 
Luminol  Flukka (Sigma-
Aldrich), 
Taufkirchen 
 
Magermilchpulver  Lasana, Herford 
 
MgCl2 #63072 Flukka (Sigma-
Aldrich), 
Taufkirchen 
 
NaCl  Klinikapotheke 
 
PMSF  Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen 
 
Propidiumiodid  Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen 
 
Protein-
Molekulargewichtsmarker 
#SM0671 Fermentas, St. 
Leon-Rot 
 
RNaseA  Magery-Nagel, 
Düren 
 
Salzsäure / HCl  Merck, Darmstadt 
 
SDS #428023 Callbiochem-
Novobiochem Corp, 
CA USA 
 
Temed  Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen 
 
Trichloressigsäure  AppliChem, 
Darmstadt 
 
Tris #4855.2 Carl Roth GmbH, 
Karlsruhe 
 
Tween 20 #9127.1 Carl Roth GmbH, 
Karlsruhe 
 
Wasserstoffperoxid 
(H2O2) 
 
(30 %) Fischar, 
Saarbrücken 
1) Sofern nicht anders angegeben, Deutschland. 
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3.1.4 Testsubstanzen 
Name Abk.1 Synonyme/Handelsnamen2 Hersteller/Bezugsquelle 
5-Azacytidine 5-AzaC Vidaza®  
Suberoylanilid-
hydroxamsäure 
SAHA Vorinostat, Zolinza®  
Trichostatin A TSA   
MS275  Etinostat®, SNDX-275  
Valproat VA   
Natrium-Butyrat NaB   
1) Angegeben sind die in dieser Arbeit verwendeten Abkürzungen. 
2) Auswahl der gängigsten Synonyme und Handelsnamen. Einige der Begriffe sind geschützte Marken.  
 
3.1.4.1 Chemische Struktur der Testsubstanzen 
Testsubstanz MW (g/mol) 
in vitro Potenzial (IC50-Wertebereich) 
DNA-Methyltransferaseinhibitor 
5-Azacytidine  
N
OOH
OH
NN
NH2
O
OH
 
 
HDAC-Inhibitoren 
SAHA 
Hydroxamsäure 
MW: 264.3 
µM 
 
O
NH
NH
O
OH
 
Trichostatin A 
Hydroxamsäure 
MW: 302.4  
nM 
 
NH
OH
O
CH3 CH3
O
N
CH3
CH3
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MS275 
Benzamid 
MW: 376.4 
nM - µM 
O
N
O NH
NH
O
NH2
 
Valproat 
Kurzkettige 
Fettsäure 
MW: 144.2 
mM 
 
O
OH
CH3
CH3
 
Natrium-
Butyrat 
Kurzkettige 
Fettsäure 
MW: 110.1  
mM O
ONaCH3
 
Tab. 5 - Strukturformeln der verwendeten Testsubstanzen. Die Formeln wurden mit ACD/ChemSketch erstellt. 
Validierung und ausführliche chemische Informationen unter http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov.  
 
3.1.5 Zusammensetzung verschiedener Lösungen 
Lysepuffer A 10 mM Hepes pH 7,9 
1,5 mM MgCl2 
10 mM KCl 
(kurz vor Benutzung dazugeben:) 
0,5 mM DTT 
1 mM PMSF 
 
TBST-Puffer 150 mM NaCl 
100 mM Tris pH 7,4 
0,1 % Tween 20 
ad 8 l dH2O 
10x Transferpuffer 250 mM Tris 
1,92 M Glycin 
 
1x Transferpuffer 25 mM Tris-HCl pH 7,5 
192 mM Glycin 
20 % Ethanol (v/v) 
 
